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Abstract 
Los efectos de la insulina están mediados por el receptor de insulina IR, que a su vez, activa numerosas 
vías de señalización intracelular gracias a los sustratos del receptor de insulina, (IRS). Existen varias 
isoformas y en el cerebro la IRS1 y la IRS2 son las más abundantes. 
El objetivo de este estudio es construir un plásmido como herramienta para el estudio de la función de 
IRS1 e IRS2 específicamente en el tejido cerebral. 
Se diseñan las secuencias del shIRS1 con enzimas de restricción para clonarlo posteriormente dentro 
del plásmido (pSM155-EGFP). Después, mediante una PCR se amplifica el shIRS1-EGFP. Los primers 
utilizados para esta PCR se diseñan con secuencias de recombinación para la BP Clonasa II para 
integrarlos en un plásmido formando el pENTR 3’. Mediante una LR Clonasa II se integra el pENTR 
anterior y otro pENTR 5´con el promotor específico de neuronas (ESYN) para formar el pDEST. 
Como resultado, hemos podido clonar secuencias silenciadoras (shIRS1) para la construcción posterior 
de AAV que se inyectarán in vivo. Esta nueva técnica abre la puerta a futuras investigaciones acerca de 
la función de los IRS y más ampliamente de la vía de la insulina en el cerebro. 
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Abstract 
The effects of insulin are mediated by the insulin receptor (IR), which in turn activates numerous 
intracellular signaling pathways thanks to the insulin receptor substrates (IRS). 
The objective of this study is to construct a plasmid that as a tool that will allow us the study of the 
function of IRS1 and IRS2 specifically in brain. 
shIRS1 sequences are designed and subsequently cloned into a plasmid (pSM155-EGFP). Using PCR, the 
shIRS1-EGFP from pSM155 is amplified. These DNA fragments have in their terminal sequences  
recombination sites that are recognized by the BP Clonase II to integrate them into a plasmid forming 
the pENTR 3’. A LR Clonase II integrates the previous pENTR 3’ and another pENTR 5’ with neuronal 
specific promoter (ESYN) to form the pDEST. 
As a result, we have been able to construct silencing sequences in order to pack them into a of AAV 
particle for in vivo studies. This new technique opens the door to future research on the role of the IRS 
and more broadly of the insulin pathway in the brain. 
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Extended summary 
Insulin is a hormone secreted by the β cells of the pancreatic islets of pancreas. The main stimulus for 
insulin secretion is an increase of blood glucose levels. Activation of insulin receptors (IR) of effector 
cells at peripheral level increases the uptake of glucose and produces changes in the metabolism of 
lipids and proteins. Insulin increases the synthesis and deposit of proteins in most of the tissues of the 
organism in a similar way to the actions of the growth hormone (mediated in part by IGF-1) (1). 
Inside the brain, insulin has little effect on glucose uptake because neurons have a constitutive glucose 
transporter that is insulin-independent (1). However, both the insulin receptor (IR) and the IGF-1 
receptor (IGF-1r) are expressed in the brain (2) and in different proportion depending on the brain 
region (3). Although with different actions, both receptors use similar intracellular machinery primarily 
through the insulin receptor substrate (IRS). Insulin and IGF signaling cascade activates via PI3K/Akt, act 
on different mechanisms involved in brain physiology. As an example, protein synthesis regulated by 
mTORC1 is required for synaptic plasticity (4) and in the regulation of autophagy. The dysregulation of 
this mechanism could be involved in the cell death that happens in neurodegenerative diseases onset 
(5). 
Although there are no detailed comparative studies on the specific roles of IRS-1 and IRS-2 in brain, 
knockout mice for these specific substrates on central neural system have been generated. 
Interestingly these knockout mice present different phenotypes. 
However, knockout mice have the limitation that, being IRS-1 or IRS-2 deletion present prior to 
embryonic development; the observed effects may be masked by compensatory phenomena occurring 
during the embryonic development. 
For this reason, the objective of this work is to build a tool capable of silencing IRS-1 or IRS-2 specifically 
in neural or glial cells in the adult. 
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Specific oligonucleotides encoding for shRNA were designed for the in vivo silencing of IRS1 expression. 
shRNA integration and subsequent expression in cells leads to the synthesis of interference RNA (iRNA), 
which binds specifically with the target messenger RNA (mRNA) preventing its expression. 
The EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) is a protein that is capable of emitting green 
fluorescence. The EGFP was used as a marker of the expression of the DNA. The pSM155-EGFP 
contains in its sequence the sequence of the EGFP just behind the gene for the enzyme restriction 
enzyme (BsmB I). This enzyme was used to carry out an enzymatic digestion that linearize the plasmid. 
To verify the restriction digestion an agarose gel electrophoresis was performed. Subsequently the 
DNA fragment band was cut out, purified and its concentration and purity were determined by means 
of a spectrophotometer. 
shIRS1 was cloned into pSM155-EGFP. To do this, the first step will be the annealing of the 
oligonucleotides that form the shIRS1 (forward + reverse). 
Using a bacterial transformation, we introduce the plasmid within the bacteria in a culture in order to 
obtain copies of the plasmid. In addition, this allows the selection of bacteria that have incorporated 
the plasmid thanks to the ability to grow in a medium with kanamycin. Mini-preparations were made of 
the colonies obtained following the NZYtech kit. 
To know if the DNA had been properly purified we used a mass spectrophotometer. The ShIRS1-EGFP 
region was selectively amplified by PCR. An agarose gel electrophoresis was performed to check it. The 
DNA used was purified by the kit NZY Gelpure and its purity was again verified by a mass 
spectrophotometer. 
With the BP reaction, the shIRS1-EGFP is introduced into the pDONR. The PDONR contains a gene of 
resistance to kanamycin and a suicidal gene (ccdB) flanked by the attP sequences. When recombining, 
is expelled from the plasmid the sequence of the suicidal gene but remains the gene resistance to 
kanamycin. Another mini-preparation of the BP reaction product (PENTR-shIRS1-EGFP) were 
performed using the NZYtech kit. 
To verify that our plasmid correctly inserted our script we perform an EcoR V enzyme digestion. The 
pDONR used to generate our pENTR contains a single restriction point for this enzyme while the 
shIRS1-EGFP sequence contains another point. 
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Thus, if our pENTR has actually introduced the sequence, the enzyme will cut the pENTR by two points, 
appearing in a two-band agarose gel. The pDEST is a plasmid which contains a gene for resistance to 
ampicillin and a suicide gene (ccdB), flanked between two sequences of recombination. Two other 
plasmids are pENTR used. One contains the shIRS1-EGFP with which we have been working. The other 
pENTR contains the specific promoter gene for neuronal tissue (ESYN). Through the reaction LR, the 
genes of the promoter ESYN are integrated followed by shIRS1 and EGFP, while expelling the suicidal 
gene (ccdB), generating the pEXPR. Another mini-preparation of the reaction LR product were 
performed (ESYN-shIRS1-EGFP). 
A PCR was determined if the colonies obtained in the mini-preparations were positive. If the plasmids 
of these bacteria contain our sequence, both primers will be able to join their respective 
complementary sequences of the DNA sequence and the PCR will result in an exact copy of the ESYN-
shIRS1-EGFP. Knowing the length of the same, by means of a simple agarose gel electrophoresis we 
can determine if the resulting fragment of the PCR has the expected size and therefore our DNA is 
within that colony of bacteria. It was also carried out a digestion with MSC I to verify that our DNA 
fragment had been inserted correctly in the plasmid sequence (pDEST). 
Finally, neuroblastoma tissue (SH-sy5y) was used as a neural tissue model. On these cells was made a 
transfection using the method of calcium-phosphate with our ESYN-ShIRS1A-EGFP. 
In this study, we have managed to build a plasmid using gateway technology capable of expressing IRS-
1 silencing sequences in a specific neural tissue. The construction of AAV using this method provides an 
efficient tool for conducting subsequent studies on the role of the IRS and in general the signaling 
pathways of insulin and specifically on neural tissue in this case. By recombining the genes of the 
plasmid, the plasmid offers the possibility also of silencing the expression of other molecules of the 
insulin pathway and also in other tissues as the glial tissue may be opening the door to the realization of 
other studies in relation to the signaling of the insulin in the brain. 
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Introducción 
La insulina es un pequeño péptido de 5808 Da secretada por las células β de los islotes de Langerhans 
pancreáticos. Se forma en el aparato de Golgi a partir de escisión de la proinsulina en insulina (formada 
por las cadenas A y B unidas por enlaces disulfuro) y péptido C, cuya determinación mediante 
radioinmunoensayo permite en pacientes diabéticos monitorizar la producción endógena de insulina. 
El principal estímulo para la secreción de insulina es el incremento de la glucemia. En este sentido, las 
células β pancreáticas poseen en su membrana unos transportadores de glucosa (GLUT-2) gracias a los 
cuales la glucosa entra en dichas células a concentraciones proporcionales a su concentración 
sanguínea. El aumento de la concentración intracelular de glucosa promueve una serie de mecanismos 
que terminan en una mayor producción de trifosfato de adenosina (ATP). La acumulación intracelular 
de ATP inhibe canales de potasio sensibles a ATP cuyo cierre despolariza la membrana celular 
provocando la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje. En respuesta a la entrada de 
calcio se induce la secreción mediante exocitosis de insulina. 
La activación de los receptores de insulina (IR) de las células efectoras a nivel periférico provoca 
cambios en el metabolismo de la glucosa, lípidos y proteínas. En el músculo, la insulina favorece la 
captación y el metabolismo glucosa inhibiendo la utilización de los ácidos grasos como medio de 
obtención de la energía durante ese periodo. Si el músculo no se ejercita, dicha glucosa no se utiliza 
como sustrato energético y en vez de ello es utilizada para la producción de glucógeno. 
A nivel hepático, la insulina promueve la síntesis y almacenamiento de glucógeno y la conversión del 
exceso de glucosa en ácidos grasos. Los ácidos grasos sintetizados en el hígado son transportados 
mediante lipoproteínas de baja densidad al tejido graso, donde la insulina estimula la síntesis y depósito 
de lípidos. Por último, la insulina aumenta la síntesis y el depósito de proteínas en la mayor parte de los 
tejidos del organismo de forma semejante a las acciones de la hormona del crecimiento (mediadas en 
parte por IGF-1) (1). 
El factor de crecimiento seudoinsulínico (IGF) es una somatomedina con un potente efecto estimulador 
del crecimiento. Es sintetizado en el hígado en respuesta a hormona del crecimiento (GH) y media gran 
parte de sus acciones. Al igual que la insulina, está constituido por dos cadenas (A y B) unidas por 
puentes disulfuro. Esta similitud estructural le permite unirse, aunque con menor afinidad, a los 
receptores de insulina (IR) (6). 
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La insulina y el IGF-1 ejercen sus acciones biológicas mediante cascadas de señalización intracelulares 
activadas por la unión de esta a receptores específicos localizados en la membrana celular. El receptor 
de insulina (IR) es un heterodímero formado por dos subunidades α extracelulares que constituyen los 
sitios de unión a la insulina; y dos subunidades β cuya porción intracelular posee un dominio cinasa de 
tirosina (Tyr) que media las acciones de la insulina (7). 
En ausencia de insulina, las subunidades α inhiben la capacidad para autofosforilarse de las subunidades 
β. Sin embargo, con la unión de la insulina al IR las subunidades α sufren un cambio conformacional que 
permite a las subunidades β autofosforilarse en residuos de tirosina (Tyr) y activarse. La activación del 
IR por la insulina produce la activación de dos vías que median la mayor parte de las acciones 
metabólicas de la insulina (8). 
Una de ellas es la vía de las MAP cinasas (MAPK), especialmente relevante en la regulación de la síntesis 
de proteínas. La vía de las MAP cinasas se inicia con la autofosforilación en residuos de Tyr del IR. La 
activación del IR permite la asociación entre el IR y la proteína Shc, cuya función es unir el complejo 
Grb2/SOS. La unión del complejo Grb2/SOS activará una serie de mecanismos que terminarán en la 
activación de las MAP cinasas ERK1 y ERK2. Alternativamente, Grb2/SOS pueden ser unidas también 
mediante la asociación del sustrato del receptor de insulina IRS al IR compartiendo el resto del 
mecanismo hasta la activación de las MAP cinasas (9) (10). 
La segunda ruta más importante mediante la cual la insulina ejerce sus acciones intracelulares es la vía 
de la PI3K/Akt, relacionada con el metabolismo de la glucosa y los lípidos. Esta vía se inicia cuando el 
IRS acoplado mediante un dominio amino-terminal altamente conservado, es fosforilado por el IR 
activo (10). Los IRS tienen 4 isoformas, de las cuales la más implicada en el trasporte de glucosa es la 
isoforma 1 (11). El IRS fosforilado interacciona con la subunidad reguladora (p85) de PI3K activando la 
subunidad catalítica (p110). Esta subunidad generará PI(3,4,5)P3 que permite la formación del complejo 
proteico entre PDK1, Akt y PDK2 (12). La activación de Akt por PDK1 y 2 activa diversos sustratos como 
mTor, FOXO, GSK3 y Caspasa 9 que propagan la respuesta a nivel intracelular (7). 
Sobre el encéfalo, la insulina tiene un escaso efecto sobre la captación y utilización de la glucosa pues la 
mayoría de las células encefálicas permiten la captación de glucosa independientemente de los niveles 
de insulina (1). Esto es gracias a que el transporte de glucosa en neuronas y glía está mediado por 
transportadores de glucosa de tipo GLUT3 y GLUT1 respectivamente, que son independientes de la 
acción de la insulina (13). Sin embargo, tanto el receptor de insulina (IR) como el receptor de IGF-1 (IGF-
1R se expresan en el cerebro (2) y en distinta proporción según sea la región cerebral (3). 
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Mediante la vía de PI3K/Akt la insulina y el IGF actúan sobre distintos mecanismos que intervienen en la 
fisiología cerebral. Como ejemplo, la síntesis proteica mediada por mTORC1 interviene en la plasticidad 
sináptica (4) y en la regulación de la autofagia, uno de los principales mecanismos implicados en la 
degradación de las proteínas mal plegadas y los orgánulos dañados en neuronas (5). La desregulación 
de este mecanismo podría estar implicada en la muerte celular que acontece en el debut de las 
enfermedades neurodegenerativas. Por otra parte, la vía del GSK3β regula la proliferación de 
progenitores neuronales y la neuroplasticidad (14). Finalmente la insulina/IGF-1 activan la cascada 
MAPK, que regula la diferenciación, expresión génica, organización citoesquelética y contribuye a la 
supervivencia neuronal (15). 
Más sorprendente todavía es el hecho de que estudios realizados sobre ratones con deleciones 
genéticas específicas del IR y del IGF-1R, demuestran que cada uno de ellos ejerce sobre el cerebro 
funciones distintas. Ratones con deleción genética del IR específica en el cerebro (NIRKO) tienen un 
tamaño cerebral y desarrollo normales, pero muestran fenotipos metabólicos patológicos como 
obesidad moderada y resistencia insulínica (16). Por el contrario, ratones knockout para el receptor de 
IGF-1 muestran un tamaño cerebral reducido, retraso generalizado del crecimiento y cambios 
comportamentales (17). Curiosamente, la deleción en heterozigosis del IGF-1R en el cerebro no afecta 
al crecimiento del cerebro, pero produce intolerancia a la glucosa, bajo peso corporal con incremento 
de la proporción de masa grasa y aumento de la esperanza de vida (17). 
Aunque con acciones diferentes, ambos receptores utilizan una maquinaria intracelular semejante 
sobre todo mediante los sustratos del receptor de insulina (IRS). IRS-1 e IRS-2 se expresan a nivel de 
mRNA en el cerebro en mayor cantidad que los IR o los IGF-R y al igual que estos, muestran también 
distintos patrones de expresión según la región cerebral estudiada (18) (19). 
En la actualidad existen numerosos estudios en relación con IRS1 e IRS2 y su papel diferencial a nivel 
cerebral. Ratones knockout para IRS-1 muestran que IRS-1 puede tener un papel en el crecimiento del 
organismo pues en estos está disminuido. Sin embargo, muestran un tamaño cerebral normal, con un 
ratio cerebro/cuerpo incrementado (20). Por el contrario, IRS-2 parece ser más relevante en el 
crecimiento cerebral de modo que ratones knockout para IRS-2 muestran un ratio cerebro/cuero 
disminuido (21). A pesar de ello, los ratones sin IRS-2 tienen una mayor longevidad (22). 
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Además, la insulina promueve la fosforilación de GSK3β reduciendo su capacidad para fosforilar la 
proteína TAU. En consecuencia, en ratones knockout para el IR o el IRS-2 aparece un aumento de la 
fosforilación de la proteína TAU, lo cual podría estar relacionado con la aparición de enfermedades 
neurodegenerativas (23). 
Sin embargo, no existen estudios comparativos minuciosos sobre los papeles específicos de IRS-1 e IRS-
2 en ratones adultos. Hasta la fecha, los estudios realizados acerca de las funciones de IRS-1 e IRS-2 en 
el cerebro han sido realizados utilizando como fuente ratones knockout específicos para el tejido 
nervioso para estos sustratos. Sin embargo, consideramos que este tipo de estudios basado en ratones 
knockout tiene la limitación de que al estar presente la deleción de IRS-1 o IRS-2 presente ya antes del 
desarrollo embrionario, los efectos observados pudieran estar enmascarados por fenómenos 
compensatorios acontecidos durante el desarrollo embrionario. 
Es por todo ello, que el objetivo del presente trabajo es el de construir una herramienta capaz de 
silenciar IRS-1 o IRS-2 de forma específica y únicamente en el tejido neuronal o glial según se esté 
estudiando. Y además, el silenciamiento no debe estar presente durante el desarrollo embrionario, sino 
que de forma semejante a la edad de debut de las enfermedades neurodegenerativas, el silenciamiento 
debe producirse en el ratón adulto. 
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Materiales y métodos 
Digestión de plásmido con enzimas de restricción 
La digestión de los plásmidos se llevó a cabo con una mezcla compuesta de buffer enzimático, DNA 
plasmídico, de DTT y de agua pura. En último lugar, se añadió a la enzima (BsmBI) y se dejó incubar a 37 
ºC durante 1 hora. 
Electroforesis en gel de agarosa 
La electroforesis en gel de agarosa permite la separación de los fragmentos de DNA de acuerdo con su 
tamaño. El DNA es una molécula con carga negativa que migra hacia el polo positivo dentro de la 
matriz de agarosa tras la aplicación de una corriente eléctrica. La concentración de agarosa en el gel 
determina la migración de los fragmentos de DNA. Se usó gel de agarosa al 1% (peso/volumen) para 
separar los fragmentos de DNA. Se utilizó un marcador de pesos moleculares para identificar el tamaño 
de los fragmentos de DNA. 
Los fragmentos de DNA en el gel fueron visualizados mediante RedSafe™ y el uso de una luz azul.  
Justo antes de la electroforesis, se añadió 1 µl de loading buffer (LB) 6x a las muestras para aumentar su 
densidad. Esto es gracias a la presencia de glicerol en el LB. Además, el LB contiene también un tinte 
anaranjado para poder seguir el frente de migración durante el proceso de electroforesis. La 
electroforesis se realizó a 100V a temperatura ambiente. 
Purificación de DNA procedente de un gel de agarosa 
Para la purificación del fragmento de DNA que hemos identificado del gel de agarosa se usó el kit 
NZYGelpure. El kit NZYGelpure utiliza una membrana basada en gel de sílice que selectivamente 
absorbe hasta 20 µg de DNA en presencia de binding buffers específicos. La agarosa, los nucleótidos, 
oligos (<30-mer), primers diméricos, enzimas, aceites minerales y otras impurezas no se unen a la 
membrana y son lavados y eliminados. Finalmente, los fragmentos de DNA son lavados de la columna y 
pueden ser utilizados sin procesamiento posterior. Todos los pasos se realizaron a temperatura 
ambiente y todas las centrifugaciones se realizaron entre 10000-15000 rpm. 
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La banda de DNA fue extraída del resto del gel mediante un bisturí limpio y afilado. Por cada 100 mg de 
gel se añadieron 300 µl de “binding buffer” para posteriormente incubarse a 55-60 ºC durante 10 
minutos hasta la completa disolución de la agarosa. La mezcla obtenida se introdujo en una columna de 
centrifugado NZYTech y ésta a su vez en un tubo colector de 2 ml. A partir de este punto, se realizaron 
una serie de centrifugaciones y lavados hasta haber eliminado de la membrana todas las impurezas que 
contenía nuestro DNA. Finalmente, el DNA fue recogido de la membrana en agua pura  El DNA 
obtenido se almacenó a -20ºC. 
Determinación de la concentración y pureza de las muestras de DNA 
Para conocer la concentración y pureza del DNA obtenido tras cada una de las purificaciones se utilizó 
un espectrofotómetro (nanodrop). Este analiza la dispersión de la luz emitida a través de un pequeño 
volumen de muestra para darnos la concentración de DNA e información acerca de la cantidad de 
contaminación presente en la muestra. 
Annealing de oligonucleótidos 
El “annealing” es el apareamiento entre dos secuencias de DNA complementarias de cadena simple 
mediante puentes de hidrógeno para formar una cadena de DNA de doble cadena. En este caso el 
annealing se utilizó para generar una secuencia de DNA de doble cadena lineal a partir de nuestros 
shIRS1. Cantidades equimolares de oligonucleótidos (forward + reverse) se mezclaron con Buffer y agua. 
La concentración final de DNA de doble hebra será la mitad que la concentración actual de 
oligonucleótidos en conjunto. 
Una vez obtenida la mezcla, esta se mantuvo a 95ºC durante 4 minutos. Tras ello, los oligonucleótidos 
se dejaron enfriar lentamente a temperatura ambiente durante 15 minutos y posteriormente se 
introdujeron en hielo a 4ºC otros 15 minutos. 
Las muestras obtenidas se almacenaron a -20 ºC. 
Clonación de fragmentos de DNA en plásmidos 
Los oligonucleótidos ya unidos formando una cadena de doble hebra de DNA se clonan en un plásmido, 
en nuestro caso el pSM 155 anteriormente linearizado, utilizando la enzima T4 DNA Ligasa. 
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Transformación bacteriana 
La transformación se realizó mediante shock térmico. En el estudio se utilizó STBL 3 tratadas para ser 
competentes. Las bacterias se descongelaron en hielo para posteriormente mezclarse suavemente con 
el DNA durante 30 min. Simultáneamente se preparó un baño a 42 ºC en el que posteriormente se 
introdujo la mezcla durante 90 segundos. Con ello, se crea un shock térmico que permeabiliza la 
membrana y permite la introducción de un fragmento de DNA en el interior de algunas de las bacterias. 
Tras dichos 90 segundos, las bacterias se dejaron incubar 2 minutos a 4ºC. En condiciones de asepsia se 
añadió LB y se dejó incubar 1 hora en agitación a 37ºC. Transcurrida 1 hora, se centrifugó durante 1 
minuto a 6600 g. Se retiró el sobrenadante hasta dejar 200 µl resuspendiendo posteriormente el pellet 
en ese volumen. Finalmente, se sembró en una placa de LB agar con un antibiótico al cual las células 
transformadas eran resistentes. Es recomendable controlar el tiempo en la incubadora para evitar un 
crecimiento excesivo de la bacteria y el desarrollo de microsatélites. De este modo, se facilita el 
aislamiento de las colonias. 
Purificación de DNA procedente de una mini-preparation 
Para el crecimiento de los cultivos bacterianos se utilizó medio LB junto con antibiótico. Los tubos se 
dejaron incubar toda la noche en agitación a 37. Se recogió parte del cultivo del falcon en un tubo 
Eppendorf. Este se centrifugó (temperatura ambiente y 12000 g durante 30 s) y se descartó el 
sobrenadante. 
El pellet obtenido se lisó utilizando, el protocolo de NZYTech. El DNA se purificó mediante columna. El 
DNA se une a la membrana de la columna de centrifugación descartándose el filtrado obtenido, y se 
efluye en el último paso. 
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Polimerase chain reaction (PCR) 
La PCR es una técnica que permite amplificar un fragmento de DNA específico. La PCR desnaturaliza el 
DNA permitiendo la separación de las hebras de DNA. Esto permite al primer unirse a su cadena 
complementaria en el DNA molde. A su vez, esta unión permite a la DNA polimerasa empezar la 
replicación del DNA a partir de donde se encuentra el primer hasta el final de la secuencia. 
Con objeto de delimitar el fragmento de DNA que se quiere amplificar, se utilizaron dos primers. La 
PCR nos permite por una parte amplificar únicamente el fragmento de DNA de interés y descartar el 
resto del DNA plasmídico. 
Mientras que por otra parte, la alta especificidad de la PCR puede ser utilizada también para determinar 
si un fragmento de DNA de interés se haya en un plásmido, pues únicamente si está presente se 
amplificará. 
En nuestro caso, el ciclo de PCR fue el siguiente: 
98 ºC 1 min Precalentar 
98 ºC 10 seg 
35 ciclos 
72 ºC 45 seg 
72 ºC 10 min Finalización 
4 ºC  Almacenamiento 
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Reacción BP de shIRS1-EGFP y pDONR (P2-P5) 
Con la reacción BP, se clona el fragmento de DNA que codifica para el shIRS1 dentro del pDONR (846 
bp). El pDONR contiene un gen de resistencia a kanamicina y un gen suicida (ccdB) flanqueado por las 
secuencias attP. La reacción ocurre entre los extremos attB1 y attB2 del que flanquean la secuencia del 
shIRS1-EGFP y las secuencias attP1 y attP2 que flanquean el gen suicida del pDONR. Con la reacción BP 
el pDONR incorpora a su secuencia el shIRS1-EGFP y expulsa el gen suicida (ccdB) formando el pENTR. 
 
La enzima BP clonasa II se descongeló en hielo (2 minutos aprox.) para posteriormente pasarla 
rápidamente por el vórtex un par de veces. A continuación se añade a las muestras, excepto al control 
negativo. La reacción se dejó incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Transcurrida la hora, se 
trata con proteinasa K para inactivar la enzima durante 10 minutos a 37 ºC. 
Reacción LR de ESYN y shIRS1-EGFP 
La reacción LR es una recombinación entre los 
plásmidos pENTR y el pDEST. Al igual que el 
pDONR en la reacción BP, el pDEST contiene 
también un gen suicida (ccdB) flanqueado por 
las secuencias de recombinación R4 y R2. 
Para nuestro caso se prepararon: 
 Muestra: 25 µl ESYN + 2,5 µl shIRS1A + 
1 µl del pAAV + 2 µl de Buffer. 
 Control negativo: sin enzima. 
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La enzima BP clonasa II se descongeló en hielo (2 minutos aprox.) para posteriormente pasarla 
rápidamente por el vórtex un par de veces. A continuación se añade a las muestras, excepto al control 
negativo. La reacción se dejó incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Transcurrida la hora, se 
trata con proteinasa K para inactivar la enzima durante 10 minutos a 37 ºC. 
Transfección de células de neuroblastoma SH-SY5Y 
El medio de cultivo sobre el que realizamos la transfección estuvo compuesto por: 
DMEM + 10% de FBS + 1% de Penicilina 
Así pues, para la preparación de 50 ml de medio añadimos: 
 5 ml de FBS. 
 500 µl de Penicilina. 
 DMEM hasta completar 50 ml. 
Para la transfección utilizamos el método Calcium-Phosphate. Inicialmente se prepararon dos 
soluciones, una para el calcio y otra para el fosfato. La solución A contiene cloruro cálcico (CaCL2) 250 
mM en agua pura. La solución B contiene fosfato (HPO4
2+ 1.4 mM) 1.4 mM; NaCl 140 mM y Hepes 50 
mM (un Buffer). A continuación preparamos las soluciones de DNA. Por cada mililitro de medio de 
cultivo celular se añadieron 2.5 µg de DNA a 50 µl solución A. 
Una vez preparadas las soluciones anteriores se añade producto de la recombinación LR a la solución. A 
continuación, se añadió la solución B lentamente (dropwise) a la solución A mientras. La reacción se 
dejó incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente pasando ésta a ser cada vez más opaca a 
medida que se iban formando precipitados. 
Finalmente, se añadió la mezcla formada a los pocillos de cultivo mediante la técnica de “Dropwise”. 
Existe también en este paso un pequeño cambio en el color del medio de cultivo consecuencia del 
cambio de pH inducido por la solución. Una vez transfectadas las células, se incubaron durante 24 h a 37 
ºC y 5% de CO2. 
Al final de este periodo, el medio fue eliminado y las células tratadas durante 1 minuto con PBS (un 
buffer) con un 10% de glicerol. Tras retirar el glicerol, volvió a añadirse medio de cultivo regular. Las 
células deberían empezar a expresar las proteínas en unas pocas horas y deberían alcanzarán el nivel 
máximo de expresión aproximadamente 1 día tras la transfección. 
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Resultados 
Linearización del pSM155-EGFP 
Se diseñaron oligonucleótidos (DNA) codificantes del shRNA para el silenciamiento de la expresión in 
vivo de IRS1. La integración y posterior expresión de la secuencia de DNA en las neuronas transfectadas 
por el adenovirus (AAV) produce en ellas la síntesis de RNA de interferencia (iRNA) cuya unión 
específica con el RNA mensajero (mRNA) del IRS1 impedirá su traducción a proteínas impidiendo la 
expresión del IRS1. 
El pSM155-EGFP tiene un sitio de restricción para la enzima de restricción BsmB I. Se utilizó esta 
enzima para linearizar el plásmido y posteriormente clonar el fragmento ya diseñado con sticky ends. 
Para aislar el fragmento linearizado se realizó una electroforesis en gel de agarosa que permite la 
separación de los fragmentos de DNA lineares de acuerdo con su tamaño en base a un gradiente 
eléctrico. l. En nuestro caso, todas las muestras a las que se les había realizado la digestión enzimática 
aparecieron en el gel como una banda alrededor de las 5000 bp, en concordancia con la longitud del 
pSM155-EGFP (5114 bp). 
Posteriormente a la realización del gel de agarosa, la banda correspondiente al pSM155-EGFP 
linearizado se purificó y se determinó su concentración y grado de pureza antes de proceder al ligado 
del shIRS1 obteniéndose los resultados siguientes: 
 40 µL [DNA] ng/ml 260/280 260/230 
pSM 155 Cut A 41 1,745 0,752 
pSM 155 Cut B 23 2,321 2,063 
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Clonación del DNA codificante para shIRS1 en pSM155-EGFP 
La clonación del fragmento codificante para shIRS1 en el pSM155-EGFP linearizado hace que este 
vuelva a su configuración circular. Para ello, el primer paso será el annealing de los oligonucleótidos que 
forman el shIRS1. Se trata de dos hebras de DNA monocatenario complementarias entre sí (forward + 
reverse) cuya unión mediante puentes de hidrógeno hace posible la creación de una única hebra de 
DNA bicatenario. 
El ligado de los fragmentos shIRS1 al pSM155-EGFP es posible gracias a la presencia de extremos 
cohesivos “sticky” y “blunt” entre ambas secuencias de DNA. La reacción fue catalizada por la enzima 
T4 DNA Ligasa. 
Transformación y comprobación del clon pSM155-shIRS1-EGFP 
Mediante una transformación bacteriana, introducimos el plásmido dentro de las bacterias de un 
cultivo con el objetivo de obtener copias del plásmido. 
En este caso, después de transformar el producto de la ligación en bacterias competentes se sembraron 
y se dejaron crecer toda la noche a 37 ºC en una placa de agar LB con kanamicina, el antibiótico para el 
cual el plásmido confiere resistencia. De este modo, únicamente serán capaces de crecer en este medio 
aquellas bacterias que hayan incorporado el plásmido, A la mañana siguiente pudieron recuperarse 
varias colonias lo cual corroboraría que ciertas poblaciones bacterianas serían positivas para nuestro 
pSM155-shIRS1-EGFP. De estas se recogieron las mayores y se cultivaron otra noche en un tubo falcon 
con medio LB y kanamicina. 
A la mañana siguiente, el falcon apareció con aspecto amarillento turbio indicando la presencia de 
crecimiento bacteriano. Dado que el medio del falcon contenía también kanamicina, las células allí 
presentes deberían ser resistentes y por lo tanto haber incorporado el plásmido. 
El procedimiento de realización de mini-preparations de NZYTech se basa en la lisis alcalina de las 
bacterias seguida por la absorción del DNA en sílice en presencia de altas concentraciones de sal. El 
plásmido de DNA es absorbido selectivamente en la columna de centrifugación basada en gel de sílice 
mientras que otras impurezas como proteínas, sales, nucleótidos y oligos <40 bp son eliminadas. 
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Para conocer si nuestro DNA ha sido correctamente purificado utilizamos un espectrofotómetro de 
masas. En este se obtienen los siguientes resultados: 
 40 µL [DNA] ng/ml 260/280 260/230 
shIRS1 (A) 548,5 1,883 2,243 
ShIRS1 (B) 456 1,892 2,004 
PCR del pSM155-shIRS1-EGFP 
La PCR va a permitirnos amplificar selectivamente únicamente la región del shIRS1-EGFP. Se utilizaron 
para ello dos primers, uno con los nucleótidos de la secuencia attB1 y parte del shIRS1 (forward); y otro 
con la secuencia del attB2 y el EGFP (reverse). La unión selectiva de la DNA polimerasa a los primers 
provoca la replicación selectiva únicamente del fragmento de DNA contenido entre ambos primers. 
Al amplificar únicamente la región de la secuencia de DNA delimitada por los dos primers, la PCR es 
altamente específica y la amplificación de un fragmento nos confirma necesariamente la existencia de 
este en la secuencia original. Es decir, la extremada especificidad de la unión de los primers a nuestra 
secuencia de shIRS1-EGFP nos confirma que efectivamente esta secuencia está insertada en el pSM155-
EGFP. Para comprobarlo se realizó una electroforesis en gel de agarosa. Como ya se había comentado 
anteriormente, la electroforesis en gel de agarosa permite únicamente la separación de los fragmentos 
de DNA lineares. Los fragmentos de DNA plasmídico (circulares) no migran en el gel apareciendo como 
una mancha apenas desplazada del punto inicial. Los resultados obtenidos en él fueron los siguientes: 
Columna 1: Ladder VIII. 
Columna 2 y 3: shIRS1-EGFP A y B amplificado en la PCR. 
Columna 4: control. 
Aparecieron bandas tanto en shIRS1A como en B 
correspondientes a 800-900 pb (que es lo que nuestro 
DNA debería medir), indicando que efectivamente, el 
shIRS1-EGFP se había ligado en el pSM155-EGFP y que se 
ha amplificado correctamente. 
Ilustración 1: electroforesis de shIRS1-
EGFP amplificados por PCR 
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Purificación de DNA procedente de un gel de agarosa 
Una vez comprobado el correcto tamaño del fragmento amplificado, recortamos la banda y 
purificamos el DNA de acuerdo con el kit NZYGelpure. Para comprobar que nuestro shIRS1-EGFP fue 
correctamente purificado se utilizó un espectrofotómetro de masas para la determinación de su 
concentración y grado de pureza obteniéndose los siguientes resultados: 
 [DNA] ng/ml 260/280 260/230 
shIRS1 (A)-EGFP (PCR att) 60 1,935 0,984 
shIRS1 (B)-EGFP (PCR att) 63 1,853 1,167 
 
Reacción BP de IRS1-EGFP y pDONR (P5-P2) 
Con la reacción BP, se introduce el shIRS1 dentro del pDONR. El pDONR contiene un gen de resistencia 
a kanamicina que permitirá a las bacterias que capten el plásmido crecer en un medio con dicho 
antibiótico. Sin embargo, el pDONR contiene también un gen suicida (ccdB) flanqueado por las 
secuencias attP. 
Al recombinar las secuencias attB presentes en nuestro shIRS1 con las secuencias attP del pDONOR, se 
expulsa del plásmido la secuencia correspondiente al gen suicida. De este modo, aquellas bacterias que 
capten nuestro plásmido con el shIRS1 que le hemos introducido tendrán resistencia a kanamicina 
permitiéndoles crecer en el medio selectivo. Sin embargo, aquellas que únicamente hayan captado el 
plásmido vacío (sin el shIRS1) morirán por apoptosis al incorporar el gen suicida. 
Transformación y mini-preparation del pENTR-shIRS1-EGFP 
Volvemos a realizar una transformación de E. Coli competentes por shock térmico, con objeto de 
seleccionar aquellos plásmidos en los que se haya incorporado nuestro shIRS1. Las bacterias 
transfectadas se sembraron y se dejaron crecer toda la noche a 37 ºC en una placa de agar LB con 
kanamicina, el antibiótico para el cual el plásmido confiere resistencia. De este modo, únicamente 
serán capaces de crecer en este medio aquellas bacterias positivas para el pENTR (el pDONR con el 
shIRS1-EGFP),  por su capacidad de resistencia al antibiótico y carencia del gen suicida. 
A la mañana siguiente pudieron recuperarse varias colonias sugiriendo que nuestras bacterias han 
captado el pENTR. De estas se recogieron las mayores y se cultivaron otra noche en un tubo falcon con 
medio LB y kanamicina. 
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A la mañana siguiente, el falcon experimentó crecimiento bacteriano. Las células allí presentes 
deberían ser resistentes a la kanamicina y no poseer el gen suicida (ccdB), por lo que deberían haber 
incorporado el pENTR entero. 
Para la realización de las mini-preparations se utilizó el kit de NZYTech que permite la separación del 
pENTR de otras impurezas. Se utilizó un espectrofotómetro de masas para conocer si el pENTR-shIRS1-
EGFP había sido purificado correctamente obteniéndose los siguientes resultados: 
 [DNA] ng/ml 260/280 260/230 
pENTR (A) 244 1,848 2,515 
pENTR (B) 315 1,858 2,603 
 
Digestión con EcoR V 
Para comprobar que nuestro plásmido ha introducido correctamente la secuencia realizamos una 
digestión con la enzima EcoR V. El pDONR utilizado para generar el pENTR contiene un único punto de 
restricción para esta enzima. Por otra parte la secuencia de shIRS1-EGFP que hemos introducido en el 
pDONR contiene otro punto. De este modo, si nuestro pENTR efectivamente ha introducido la 
secuencia, la enzima cortará el pENTR por dos puntos, apareciendo en un gel de agarosa dos bandas 
(separadas 1000 bp) correspondientes a cada uno de los fragmentos generados. 
Si por el contrario, nuestro pENTR no se ha formado correctamente, la enzima únicamente cortará el 
pENTR por un punto, apareciendo en el gel como una única banda correspondiente pDONOR 
linearizado. 
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En el gel de agarosa se obtienen los siguientes resultados: 
1 2 3 4 5 6 7 
Columna 1: Ladder VIII. 
Columnas 2 y 4: shIRS1 (A) y (B) cut. 
Columnas 3 y 5: shIRS1 (A) y (B) uncut. 
Columna 6: P2-P5 Cut. 
Columna 7: P2-P5 Uncut. 
Aparecen en los plásmidos cortados dos 
bandas correspondientes a 2781 y 945 pares 
de bases de acuerdo con los tamaños de los 
fragmentos esperados. 
 
 
LR entre pENTR (shIRS1-EGFP), pENTR (ESYN) y pDEST 
El pDEST es un plásmido que contiene un gen de resistencia a ampicilina y un gen suicida (ccdB) 
flanqueado entre las dos secuencias de recombinación (R4 y R2). Se utilizan otros dos plásmidos pENTR. 
Uno contiene el shIRS1-EGFP con el que hemos estado trabajando. El otro pENTR contiene el gen 
promotor específico para el tejido neuronal (ESYN). 
Mediante la reacción LR, la enzima LR Clonasa II provoca la interacción entre los segmentos L4-R4, L1-
R1 y L2-R2 plasmídicos. De este modo, se integran en el pDEST los genes de ESYN seguidos por el 
shIRS1 y el EGFP, a la vez que se expulsa el gen suicida (ccdB), generando el pEXPR. 
 
  
Ilustración 2: electroforesis del producto de la digestión 
con EcoR V del pENTR como comprobación de la 
inserción de la secuencia IRS1-EGFP 
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La reacción asegura el orden correcto de los genes introducidos siendo necesario este orden para la 
correcta expresión genética. 
ESYN es el promotor específico para tejido neuronal, esto asegurará que el shIRS1-EGFP únicamente se 
transcriba en este tejido. Por su parte, el EGFP está situado tras el shIRS1 de modo que si se observa 
fluorescencia, es decir, EGFP se está transcribiendo, shIRS1 también. 
Transformación y mini-preparation del ESYN-shIRS1-EGFP 
Realizamos otra transformación bacteriana con objeto de seleccionar aquellos plásmidos en los que se 
haya incorporado el ESYN-shIRS1-EGFP al completo como las veces anteriores. 
La substitución del antibiótico del medio por ampicilina, permite que únicamente vayan a sobrevivir 
aquellas células que hayan captado el plásmido resultante de la reacción LR, pues si esta ha tenido lugar, 
se habrá expulsado del pDEST el gen suicida (ccdB) pero se mantendrá en la secuencia el gen de 
resistencia a ampicilina, permitiendo a las bacterias crecer en este medio. 
A la mañana siguiente hubo crecimiento de algunas colonias. Las más grandes de las colonias se 
recogen y vuelven a sembrarse en una nueva placa de agar con LB y ampicilina, aunque esta vez, con 
zonas delimitadas y numeradas para distinguir cada una de las colonias. En total se siembran 10 
colonias. Con el material sobrante no utilizado para hacer el cultivo, se realiza una PCR de cada una de 
las colonias sembradas. 
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PCR de ESYN-shIRS1-EGFP 
En este caso en lugar de una miniprep seguida de digestión enzimática, detectamos las colonias 
positivas por PCR constituye aquí una herramienta para determinar si las colonias que acabamos de 
recoger son o no positivas para nuestro fragmento de DNA. Así pues, si los plásmidos de estas bacterias 
contienen nuestra secuencia, ambos primers de la PCR podrán unirse a sus respectivas secuencias 
complementarias del DNA molde y la PCR dará como resultado una copia exacta del fragmento que 
queremos amplificar (nuestro ESYN-shIRS1-EGFP). 
Sabiendo la longitud del mismo, mediante la realización de una sencilla electroforesis en gel de agarosa 
podremos determinar si el fragmento resultante de la PCR tiene el tamaño esperado y por lo tanto 
nuestro DNA se halla dentro de esa colonia de bacterias. Los resultados de la electroforesis en gel de 
agarosa se muestran a continuación: 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
 
Ilustración 3: electroforesis del ESYN-shIRS1-EGFP amplificado mediante PCR 
Columna 1: Ladder VIII. 
Columna 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11: ESYN-shIRS1-EGFP (muestras 1-10). 
Columna 12: Control. 
5000 bp 
3000 bp 
2000 bp 
1400 bp 
800 bp 
200 bp 
1000 bp 
600 bp 
27 
Seleccionamos de entre las cepas que han crecido en el cultivo aquellas que más positiva haya resultado 
ser su PCR y las renombramos como se describe a continuación: 
1 – LR 1 4 – LR 2 7 – LR 3 8 – LR 4 9 – LR 5 10 – LR 6 
 
Digestión con Msc I 
La miniprep seguida de digestión con Msc I es otra forma de comprobar que nuestro fragmento 
efectivamente se ha insertado en la secuencia del plásmido. Con el objetivo de obtener suficiente 
material genético para su realización, llevamos a cabo una mini-preparation y comprobación de pureza 
obteniéndose los siguientes resultados: 
 [DNA] ng/µl 260/280 260/230 
LR 1 4372 1,812 2,068 
LR 2 3461 1,823 1,996 
LR 3 3612 1,832 2,102 
LR 4 4396 1,783 2,020 
LR 5 4785 1,748 1,942 
LR 6 4260 1,723 1,575 
 
La digestión con la enzima Msc nos permitió comprobar si nuestro pAAV había incorporado en la 
secuencia nuestro sESYN-shIRS1ANeo-EGFP. El pAAV que utilizamos contiene en su estructura 5 
puntos de restricción para la enzima Msc I. La enzima Msc I, al cortar en estos 5 puntos genera 5 
fragmentos de distinto tamaño que podrán verse al realizar un gel de agarosa de los mismos. 
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Por otro lado, nuestro fragmento de DNA incorpora en la secuencia un sitio de restricción para dicha 
enzima. La introducción durante la reacción LR de sESYN-shIRS1-EGFP entre los sitios de 
recombinación attR presentes en el pAAV provoca la expulsión de un fragmento de secuencia de pAAV 
con dos de los 5 sitios de restricción que este posee para la Msc I. Así pues, si la reacción LR es correcta y 
se introduce el silenciador dentro del pAAV, deberían aparecer en el gel de Agar 3 bandas 
correspondientes a los 3 fragmentos producidos por la digestión con Msc sobre los dos de los puntos de 
restricción presentes inicialmente en el pAAV y sobre el que contiene nuestra secuencia. Por el 
contrario, si el pAAV no incorpora nuestra secuencia, se generarán 5 fragmentos correspondientes a los 
5 puntos de restricción que contiene de por sí la secuencia del pAAV. 
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En el gel de agarosa las muestras se distribuyeron como se muestra a continuación: 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
 
Ilustración 4: gel de agarosa del producto de la digestión de ESYN-shIRS1-EGFP con la enzima Msc I 
 
Línea 1: Ladder VIII. 
Líneas 2, 4, 6, 8, 10, 12: LR 1-6 Cut. 
Líneas 1, 3, 5, 7, 9, 11: LR 1-6 Uncut. 
Aparece un resultado positivo correspondiente a la muestra LR 6 donde se aprecian 3 fragmentos de los 
tamaños esperados de acuerdo con los sitio s de restricción de la enzima Msc I. 
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Transfección de células de neuroblastoma SH-SY5Y 
Seleccionamos pues la muestra LR 6, volvemos a realizar una transfección, midi-preparations y 
purificación del DNA con el fin de tener DNA suficiente para poder realizar la transfección de las células 
de neuroblastoma. Como resultado de la purificación se obtienen los siguientes datos: 
 [DNA] ng/ml 260/280 260/230 
LR 6 ESYN-shIRS1A-EGFP 84,5 1,779 2,322 
 
La transfección se realizó sobre células de neuroblastoma SH-SY5Y como modelo de células neurales. 
El método utilizado para realizar la transfección fue el método de Calcium-Phosphate. El método de 
transfección mediante Calcium-Phosphate es un método rápido, simple, eficiente y económico de 
transfectar células eucariotas basado en la precipitación de fosfato cálcico unido a DNA sobre la 
membrana celular de las células a transfectar. El DNA precipitado sobre la superficie celular se adhiere a 
la misma y es incorporado por las células mediante endocitosis. 
 
Ilustración 5: microscopía de fluorescencia de células de neuroblastoma SH-SY5Y transfectadas con el ESYN-
shIRS1-EGFP 
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La expresión del shIRS1 se produce gracias al promotor específico de neuronas ESYN, situado justo 
antes en la secuencia del gen que codfica DNA. El hecho de utilizar células de neuroblastoma, permite 
la expresión en este tejido de este promotor, permitiendo la expresión del shIRS1 y el EGFP. 
La expresión del shIRS1 pudo comprobarse pues por la expresión de la proteína fluorescente EGFP (gen 
reporter) situado justo por detrás del shIRS1 en la secuencia del shRNA. La proteína EGFP no es una 
proteína presente en condiciones normales en las células de neuroblastoma. Si la expresión de EGFP es 
dependiente de ESYN, y EGFP se encuentra en la secuencia justo posterior a shIRS1, entonces podemos 
concluir que shIRS1 también se está expresando. 
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Discusión 
Los efectos de la insulina sobre el metabolismo de los tejidos periféricos ha sido objeto de numerosos 
estudios y existe en la actualidad gran cantidad de información al respecto. El transporte de glucosa en 
neuronas y glía mediado por transportadores de glucosa independientes de la acción de la insulina (13) 
ha propiciado que tradicionalmente el cerebro fuese considerado un tejido insensible a insulina (24). 
Sin embargo, estudios recientes muestran cada vez un papel más importante de la insulina y el factor 
de crecimiento insulínico IGF-1 ya no solo en algunos aspectos de las funciones cerebrales como la 
memoria y el comportamiento hacia la alimentación, sino también en el propio metabolismo de la 
glucosa y las grasas en el hígado y el tejido adiposo (25). 
Gran parte de las acciones de la insulina y el IGF-1 a nivel cerebral están mediadas por la activación del 
receptor de insulina IR y sus sustratos IRS-1 e IRS-2. En la actualidad existen numerosos estudios en 
relación con IRS1 e IRS2 y su función a nivel. La gran mayoría de estos estudios se basa en modelos de 
ratones knockout para uno de estos IRS, siendo su gran limitación, que las deleciones están presentes 
durante todo el desarrollo embrionario del ratón pudiendo enmascararse durante el proceso parte de 
los efectos de los IRS mediante fenómenos de tipo compensatorio. 
En el presente estudio hemos construido vectores de adenovirus codificantes para DNA capaces de 
interferir con la expresión selectivamente de IRS-1 o IRS-2. Para ello se ha utilizado el método Gateway 
para construir plásmidos que mediante adenovirus, puedan silenciar de forma selectiva y en un tejido 
un tipo determinado de IRS. 
Sobre los métodos anteriores, la técnica seguida en este estudio permite realizar distintas 
combinaciones permitiendo el estudio de la función de varios subtipos de receptores según sea el gen 
silenciador utilizado y en distintas poblaciones celulares sea el promotor utilizado.  
Se utilizan sitios de recombinación específicos flanqueando el DNA (attB) para introducir el plásmido en 
el pDONR (attP). La acción de la enzima BP Clonasa II permite la entrada del fragmento y la expulsión 
del gen suicida (ccdB), formándose el pENTR. Mediante la acción de la enzima LR Clonasa II, 
interaccionan los sitios de recombinación attL con los attR permitiendo la unión del pENTR del 
promotor con el pENTR del silenciador (shIRS1) y su posterior integración dentro del pDEST. La 
integración de ambos fragmentos provoca la expulsión del gen suicida (ccdB) presente en el pDEST, 
formándose entonces el pEXP. 
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La BP Clonasa II y la LR Clonasa II permiten la obtención de clones sin la alteración de las secuencias de 
codificación. Por otra parte, la presencia del gen suicida (ccdB), el gen de resistencia a kanamicina y el 
gen de resistencia a ampicilina en los vectores de clonación ejercen una selección negativa de todos 
aquellos clones no deseados. El EGFP tiene la función de monitorizar mediante microscopía de 
fluorescencia la expresión del plásmido y con ello del shIRS1. El promotor ESYN, asegura la 
especificidad del silenciamiento únicamente en el tejido neuronal, puesto que ESYN únicamente se 
expresa en este tejido. 
En este estudio, hemos conseguido construir un plásmido mediante la tecnología Gateway capaz de 
silenciar in vitro la expresión de IRS-1 en un tejido neuronal específico. La construcción de AAV 
utilizando este método proporciona una herramienta eficiente para la realización posteriores estudios 
sobre la función de los IRS y en general de las vías de señalización de la insulina in vivo y de forma 
específica sobre el tejido neuronal en este caso. Mediante la recombinación de los genes del plásmido, 
el plásmido ofrece la posibilidad también de silenciar la expresión de otras moléculas de la vía de la 
insulina y también en otros tejidos como pueda ser el tejido glial abriendo la puerta a la realización de 
otros estudios en relación con la señalización de la insulina en el cerebro. 
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